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1) Généralités : Ovaire et réserve ovarienne 
L’ovaire comprend deux régions histologiques ; la médullaire centrale et le cortex. Le cortex 
renferme les follicules séparés les uns des autres par du tissu conjonctif et des vaisseaux sanguins. Il 
est le siège de l’activité folliculaire (1). La médullaire contient du tissu conjonctif et le hile formé des 
nerfs, vaisseaux et lymphatiques. 
 
L’ovaire a une double fonction : une fonction gamétogénèse, puisqu’il assure la croissance, la 
maturation puis l’émission du gamète femelle : l’ovocyte ; et une fonction endocrinienne puisqu’il 
synthétise les hormones stéroïdiennes. C’est à partir de la puberté et jusqu’à la ménopause que l’ovaire 
assure cette double fonction. 
Les cellules germinales ; ovocytes sont entourés de cellules de soutien appelées cellules 
folliculaires. La cellule germinale et les cellules folliculaires forment les follicules ovariens 
primordiaux. Ils commencent à se former au cours du 4
ème
 mois de grossesse. Le pool maximal de 
follicules primordiaux est obtenu vers le 8
ème
  mois de gestation (2). Il constitue la réserve ovarienne 
(RO) non renouvelable de la femme. Ce pool folliculaire ne cessera par la suite de diminuer de façon 








à 37 ans, de 10 000 à 40 ans et moins de 1000 à la ménopause (3). La déplétion folliculaire est liée en 
majeure partie à l’évolution naturelle des follicules vers l’atrésie et en moindre mesure au recrutement 
folliculaire et à leur entrée en folliculogénèse. 
La folliculogénèse est un ensemble de processus au cours duquel un follicule primordial se 
développe pour atteindre l’ovulation (moins de 0,1%) ou régresse par apoptose (99,9%) (4). Ainsi on 
distingue les follicules primordiaux qui constituent le pool de réserve et les follicules entrés en 













Le déclin de la fonction reproductive de la femme est directement lié à son âge en raison d’une 
réduction du pool des follicules primordiaux et de la qualité ovocytaire (5). L’évaluation de la RO a 
donc tout son intérêt dans la population infertile. Outre l’âge maternel, plusieurs marqueurs 
biologiques et échographiques ont été étudiés pour objectiver une baisse de la réserve ovarienne (6). 
La majorité des études évaluant ces marqueurs ont été réalisées dans la population infertile. Parmi les 
plus utilisés, on peut citer : 
La FSH ; son élévation prématurée au cours de cycle semble être un bon reflet du vieillissement 
ovarien (7). Une diminution des chances de grossesse spontanée est observée quand son taux dépasse 8 
UI/L (8). Sa variabilité inter-cycle est importante (9) et sa valeur prédictive pour les mauvaises 
répondeuses à la stimulation ovarienne est faible sauf dans les cas extrêmes (10). La FSH ne permet 
donc pas de détecter des baisses débutantes de la RO.  
L’estradiol ; Sa capacité à prédire les mauvaises répondeuses et les chances de grossesse en FIV est 
très faible (10). Il ne permet pas d’évaluer la RO.  
L’inhibine B ;  ne semble pas être pertinent pour évaluer la RO ni prédire les chances de grossesse 
(10). De plus, il existe une grande variabilité intra-cycle de l’inhibine B, son dosage doit se faire à un 
instant précis du cycle difficilement réalisable en pratique.  
L’hormone anti-Müllérienne (AMH) semble être un bon marqueur pour repérer une baisse débutante 
de la RO (11) et le Compte des follicules antraux (CFA) semble bien corrélé au nombre de follicules 
primordiaux et donc à la RO restante (12).  
Il a été démontré que le CFA et l’AMH sont de bons marqueurs pour prédire la réponse à la 
stimulation ovarienne et prédire le nombre d’ovocytes recueillis sans pour autant prédire les chances 
de grossesse et de naissance après fécondation in vitro (FIV) (10,13). Dans ce but, ils ont démontré 
leur supériorité vis-à-vis des autres marqueurs (14,15) et sont actuellement incontournables pour 









2) Le Compte des follicules antraux (CFA) 
Il s’agit d’un décompte échographique des follicules antraux mesurant entre 2 et 9 mm visibles en 
échographie endovaginale. Leur nombre entre J2 et J5 diminue avec l’avancement de l’âge et semble 
bien corrélé au nombre de follicules primordiaux restants (12,16,17). 
Il est admis, bien que non prouvé, que le CFA reflète le pool des follicules primordiaux 
restants. En 2010 Broekmans publie des recommandations sur la réalisation du CFA afin d’améliorer 













Le CFA est actuellement un test de routine utilisé pour l’exploration de la RO d’une femme 
avant prise en charge en AMP. Il est considéré comme un marqueur quantitatif de la RO (5). Il a été 
largement étudié dans le cadre de l’infertilité où il apparaît être un bon prédicteur du nombre 
d’ovocytes recueillis mais aussi des mauvaises répondeuses après stimulation ovarienne sans être 
prédictif sur les taux de grossesse et de naissance en AMP (13,19,20).  
C’est un examen peu coûteux relativement stable entre les cycles et au cours d’un même cycle 
(21). La répétition de sa mesure n’augmente pas sa valeur prédictive en AMP (22). Il existe une 
variation opérateur dépendant surtout pour les CFA élevés qui reste cependant modérée (23). L’étude 
du CFA peut se faire en imagerie 2 ou 3D. Actuellement les 2 techniques sont en adéquation en terme 
de reproductibilité inter et intra observateur (24,25). Cependant, comme tout examen échographique, 
le CFA reste dépendant de l’échographiste mais également de l’échographe.  
 
3) L’hormone anti-Müllérienne (AMH) 
L’AMH  est une glycoprotéine dimérique de 140 kDA dont les deux chaines sont reliées par des ponts 
disulfure. Elle est synthétisée sous forme d’un précurseur, la pré pro AMH, qui est ensuite clivée par 
protéolyse près de l’extrémité C-terminale. C’est le fragment C-terminal de 25 kD issu du clivage qui 
est biologiquement actif. Le fragment N-terminal potentialise l’activité biologique du fragment C-
terminal. L’AMH fait partie de la super famille des « transforming growth factor beta » (TGFβ). Chez 
le foetus féminin, l’AMH n’est sécrétée qu’après la 36ème semaine de grossesse. En effet, c’est son 
absence en début de grossesse qui permet le maintien des canaux de Müller qui donneront naissance à 
l’utérus, aux trompes et au 2/3 supérieur du vagin. Elle est sécrétée par les cellules de la granulosa des 
follicules primaires, secondaires, pré-antraux et des petits follicules antraux. Les follicules 








l’AMH est sécrétée dès lors que le recrutement folliculaire a eu lieu et ce jusqu’au stade où les 
follicules deviennent sélectionnables (27).  
L’AMH est actuellement utilisée en pratique clinique dans l’infertilité mais a également un 
intérêt dans le domaine carcinologique où elle est un marqueur intéressant des tumeurs ovariennes de 
la granulosa. Son dosage avant et après traitement chirurgical permet de confirmer l’exérèse complète 
ou non de la tumeur (28). Elle est également utilisée pour évaluer la RO des patientes avant et après 
traitement anticancéreux et ainsi déterminer l’effet du traitement  sur la fertilité (29).  
Dans le cadre de l’infertilité, l’AMH est couramment dosée afin d’évaluer la RO. Elle est 
considérée comme un marqueur quantitatif de la RO (30,31). Elle apparaît être un bon marqueur pour 
prédire la réponse à la stimulation et prédire le nombre d’ovocytes recueillis sans pour autant prédire 
les chance de grossesse. (32). Son taux diminue avec l’avancement de l’âge de la femme (11,33) et la 
majorité des études ont montré qu’elle était stable tout au long du cycle et entre les cycles (34,35). 
 
4) Intérêts de l’étude 
Le CFA et l’AMH ont donc largement été étudiés dans le cadre de l’infertilité où ils ont démontré leur 
supériorité pour dépister les baisses précoces de RO et pour prédire la réponse à la stimulation 
ovarienne en FIV. En revanche ils ont très peu été étudiés dans la population générale et dans la 
population fertile.  
Une étude en 2011 rapportait les valeurs du CFA au cours de la vie reproductive. Il s’agissait 
du premier document rapportant les valeurs dites normales du CFA en fonction de l’âge dans la 
population générale (17). Mais à notre connaissance aucune étude n’a été faite dans une population 
récemment fertile. De plus l’amélioration des images en échographie pourrait nous inciter à revoir nos 








En ce qui concerne l’AMH, ses valeurs normatives sur un groupe de patientes récemment 
fertiles ont été publiées en 2011 pour la trousse GEN II Beckman (36). Mais plusieurs trousses de 
dosage sont actuellement commercialisées, et pour une même patiente les résultats peuvent varier 
(37,38). Devant ces divergences dans les résultats parfois contraire aux indications fournies par les 
fabricants, une étude récente a incité à la prudence dans l’interprétation des taux d’AMH en pratique 
clinique (39). L’établissement de normes pour chaque trousse semble donc important pour une bonne 
interprétation des résultats d’AMH.  
Notre centre utilisait la trousse GEN II Beckman depuis 2010 et pour laquelle des normes 
avaient été établies en 2011, mais des dérives dans les résultats ont été constatées début 2013 avec 
cette trousse. Celles-ci seraient probablement dues à un changement des réactifs. En août 2014 nous 
avons donc changé de trousse d’AMH au profit du kit UltraSensitive AMH / MIS ELISA d’Anhlabs, 
Webster, USA utilisé en France depuis fin 2013 et pour lequel nous n’avons pas encore établi de 
valeurs de référence. 
 
 
5) Objectif de l’étude   
L’objectif de notre étude est de décrire l’aspect de la RO par un compte des follicules antraux et un 
dosage d’AMH avec la trousse UltraSensitive AMH / MIS ELISA dans une population de femmes 































1) Matériel et méthode 
 
 
Nous avons mené une étude observationnelle sur une cohorte de patientes ayant fait preuve d’une 
fertilité récente de moins de 4 mois et venant de réaliser une interruption volontaire de grossesse 
autorisée en France jusqu'à 14 semaines d’aménorrhée. Les données ont été collectées entre août 2014 
et janvier 2015 dans le service d’orthogénie du pôle de gynécologie obstétrique et reproduction du 
CHU de Nice, France. Etaient éligibles toutes les patientes majeures se présentant à leur consultation 
de contrôle  prévue de façon systématique quinze jours après réalisation d’une interruption volontaire 
de grossesse (IVG) médicale ou chirurgicale et pendant laquelle une échographie endovaginale était 
réalisée. Au cours de cette consultation, la participation à l’étude était proposée à toutes les patientes 
par le médecin investigateur et après explication sur le déroulement de l’étude, un consentement était 
signé. Pour les patientes acceptant de participer à l’étude, étaient notifiées dans un questionnaire 
standardisé les informations telles que : l’ethnie, les antécédents médicaux et chirurgicaux, la présence 
d’un tabagisme actif ou non, la taille, le poids, la gestité et la régularité des cycles. L’hyperandrogénie 
clinique définie par la présence d’un hirsutisme associé ou non à une acnée était également recherchée. 
L’échographie de vacuité utérine était complétée par la réalisation d’un compte des follicules antraux. 
Les patientes présentant un kyste ovarien, un follicule ou un corps jaune supérieur à 10 mm n’ont pas 
été incluses ainsi que celles dont au moins un des ovaires n’était pas vu. A l’issue de la consultation, le 
dosage d’AMH pratiqué pendant le bilan pré- opératoire était récupéré et noté dans le questionnaire. 
 
  Echographie  
L’échographie était réalisée par voie endovaginale avec une sonde RIC 5-9 Mhz sur un Voluson 730 
expert (Général Electric Systems, France). L’examen du CFA était fait par un balayage échographique 
du pôle supérieur au pôle inférieur de l’ovaire droit et gauche répété 2 fois. Le ou les plus gros 








de l’étude. Toutes les données recueillies ainsi que toutes les échographies étaient réalisées par le 
médecin investigateur. 
 
  AMH  
Le dosage de l’AMH était toujours réalisé au centre d’hormonologie du CHU de Nice avec la trousse 
UltraSensitive AMH / MIS ELISA d’Anshlabs, Webster, USA utilisée en France depuis fin 2013. Les 
échantillons après conservation à -20°C étaient analysés lors des dosages de routine effectués au 
laboratoire une fois par semaine. Cette trousse est utilisée dans notre centre depuis Août 2014. La 
trousse UltraSensitive AMH / MIS est un test d’immuno-essai quantitatif de type sandwich en 3 étapes 
utilisant des anticorps monoclonaux. La prise d’essai est de 25 μl, le dosage est réalisé en double 
détermination. Le coefficient de variance (CV) intra-série est de 4% et inter-série de 1,98% pour une 
valeur de 1,85 ng/ml. La quantité minimale d’AMH/MIS détectable dans un échantillon avec 
probabilité de 95% est 0,023 ng/ml. La limite de quantification estimée à une précision de 20% est de 
0,06 ng/ml. La limite de détection est de 0,10 ng/ml. 
 
Analyses statistiques 
L’analyse des variables qualitatives a été exprimée en fréquences et pourcentages. L’analyse des 
variables quantitatives a été exprimée en moyenne ± écart-type. Compte tenu des effectifs par strate, 
souvent inférieurs à 30, la médiane et l’intervalle interquartile ont été calculés également. La recherche 
d’une association entre deux variables qualitatives (classe d’âge, classe de BMI, tabac) a été réalisée 
avec le test du Chi2. La recherche d’une association entre deux variables quantitatives (CFA, AMH) a 
utilisé le coefficient de corrélation de Pearson. Les valeurs d’AMH ont été transformées en valeurs 
logarithmiques pour la réalisation des tests. 
Un modèle de régression linéaire simple a été utilisé pour identifier deux à deux les liens entre les 
classes d’âge, les classes de BMI, le tabac, la valeur du CFA et la valeur d’AMH (calcul du coefficient 








2) Résultats : 
 
Au total 152 patientes ont été vues dans le cadre de cette étude. Après réalisation de l’échographie, 36 
d’entre elles n’ont pas été incluses. Une cohorte de 116 patientes a finalement été sélectionnée pour 
nos analyses statistiques. Aucune patiente n’avait d’antécédents gonado-toxiques, deux patientes 
avaient eu une ovariectomie unilatérale dont la cause n’était pas connue. L’âge médian de notre 
population était de 25 ans 18 - 43, l’IMC médian à 21,8 17,5 - 38,1, 13,8% des patientes étaient en 
surpoids et 6,0% présentaient une obésité. 49% des patientes étaient fumeuses. La gestité médiane était 
de 2 et augmentait avec l’âge. 95 patientes (82%) avaient des cycles réguliers entre 27 et 35 jours. 
Parmi les 21 patientes qui présentaient des cycles irréguliers, 4 présentaient une spanioménorrhée et 2 
de ces patientes présentaient des signes d’hyperandrogénie sans surpoids associé. Les caractéristiques 
démographiques de notre cohorte par tranche d’âge sont reportées dans le Tableau I (annexe I). 
 
La médiane du CFA était de 23 1 - 82 avec un 25ème et 75ème percentile à 14,75 et 35 ; le taux 
médian d’AMH de 2,64 ng/ml 0,14 – 12,2 et les 25ème et 75ème percentiles étaient de 1,84 ng/ml et 4,14 
ng/ml. Ces résultats sont reportés dans le Tableau II (annexe I) pour la population totale et par sous 
groupe d’âge. La médiane, les interquartiles, les plus hautes et plus basses valeurs du CFA sont illustrés 
dans la figure 1 et de la concentration d’AMH dans la figure 2.   La comparaison des groupes met en 
évidence une concentration élevée d’AMH associée à un CFA élevé avant l’âge de 30 ans avec une 
médiane de 3,04 pour le taux d’AMH et de 28 pour le CFA alors qu’après 30 ans la médiane se situe à 











  Figure 1                                                                        Figure 2 
      
 
 
Les variables âge, tabac et classe de IMC (< 18.5; 18,5-24,9; 25-29,9; >30) ont été étudiées 
comme facteur de variation du CFA et de l’AMH. Il n’a pas été retrouvé de lien significatif entre ces 
trois variables qui apparaissent dans notre étude comme indépendantes l’une de l’autre. Le modèle de 
régression général à mis en évidence une association statistiquement significative uniquement pour la 
variable âge avec p<0,001 pour le CFA et p=0,003 pour l’AMH avec une intensité modérée comme en 
témoigne l’indice de Pearson à -0,45 pour le CFA et -0,41 pour l’AMH. Les associations tabac et CFA 
ou tabac et AMH ne sont pas significatives avec p=0,47 pour le CFA et p=0,80 pour l’AMH. 
Concernant l’association classe de BMI et CFA, on note une association qui s’approche de la 
significativité sans toutefois l’atteindre avec un p=0,09 et l’absence de lien significatif entre classe de 
BMI et AMH avec p=0,24. La relation significative qui existe entre l’âge et nos marqueurs est illustrée 
	!	
Figure 1 : valeurs du CFA par tranche d’âge :    < 
20 ans (n=11) ; de 20 à 24 ans (n=43) ; de 25 à 29 
ans (n=29) ; de 30 à 34 ans (n=16) ; de 35  à 39 ans 
(n=12) et ≥ 40 ans (n=5). Dans chaque boite la 
ligne horizontale représente la médiane, la boite 




 percentile et 
le trait vertical les plus hautes et basses valeurs.  
Figure 2 : valeurs de la concentration d’AMH par 
tranche d’âge : < 20 ans (n=11) ; de 20 à 24 ans 
(n=43) ; de 25 à 29 ans (n=29) ; de 30 à 34 ans 
(n=16) ; de 35  à 39 ans (n=12) et ≥ 40 ans (n=5). 
Dans chaque boite la ligne horizontale représente la 















par les figures 3, 4 et 5. On remarque une diminution linéaire du CFA et de l’AMH avec l’augmentation 








Figure 4        Figure 5 
       
Figure 3 : relation entre l’âge et le CFA. Il existe 
une corrélation négative significative entre l’âge et 
le CFA avec un coefficient de Pearson= 0,45 
(p=0,0001) 
 
Figure 4  et 5: relation entre l’âge et le taux d’AMH. Il existe une corrélation négative significative entre l’âge 
et le taux d’AMH avec un coefficient de Pearson= 0,41 (p=0,0001) et  de 0,752 (p< 0,001) pour les valeurs 

















Concernant les classes de IMC, on remarque une tendance à la diminution du CFA et du taux 
d’AMH avec l’augmentation du IMC et ceci dans des groupes où l’âge médian est toujours inférieur à 
30 ans. Cette association est non significative mais s’en approche concernant l’association classe de 
BMI et CFA.  Ces résultats sont illustrés par les figures 6 et 7 
 
Figure 6       Figure 7 
             
 
 
Concernant le tabagisme, il n’est pas retrouvé de différence de CFA et du taux d’AMH entre les 
patientes fumeuses et non fumeuses, avec un CFA médian à 25 chez les fumeuses vs 23 chez les non 
fumeuses et un taux d’AMH à 2,78 vs 2,64. L’âge médian était de 25 ans dans les 2 sous-groupes.  
Les valeurs moyennes avec écart type et les médianes du CFA et du taux d’AMH en fonction des classes 
de BMI et du tabagisme des patientes sont reportées dans le Tableau III.  
		
Figure 6 : Relation du CFA en fonction des classes 
d’IMC. (p=0,09). < 18,5 (n=11) ; 18,5-
24,9(n= 82) ; 25-29,9 (n=16) ; ≥ 30 (n=7). Dans 
chaque boite la ligne horizontale représente la 





 percentile et le trait vertical les plus hautes et 
basses valeurs.  
Figure 7 : Relation du taux d’AMH en fonction 
des classes d’IMC. (p=0,24). < 18,5 (n=11) ; 18,5-
24,9 (n= 82) ; 25-29,9 (n=16) ; ≥ 30 (n=7). Dans 
chaque boite la ligne horizontale représente la 





 percentile et le trait vertical les plus hautes et 










Nous avons ensuite étudié l’association entre le CFA et l’AMH. Ils apparaissent fortement 
corrélés entre eux comme en témoigne le coefficient de corrélation de Pearson à 0,785 (p<0,001). Par 
analyse de régression linéaire nous avons établi les formules suivantes : AMH= 0,42 + (0,11 x CFA)  et 
Log AMH= -0,009 + (0,016 x CFA). Cette relation entre CFA et AMH est illustrée par les figures 8 et 9. 
Ces formules semblent valables uniquement pour des valeurs de CFA non extrêmes comprises entre 10 
et 50. 
 
Figure 8                  Figure 9 
       
* p= 0,473 (classe de BMI en fonction de l’âge)   ** p= 0,132 (classe de BMI en fonction du tabagisme)   
  *** p= 0,61 (tabac en fonction de l’âge)     **** p= 0,136 (tabac en fonction du BMI) 
 
Figure 8: relation entre le CFA et l’AMH. La ligne 
représente la valeur d’AMH attendue pour un CFA 
donné. Cette figure met en évidence la moins 
bonne faisabilité de cette relation pour les valeurs 
de CFA supérieures à 50. 
Figure 9: relation entre le CFA et log d’AMH. La 
ligne représente la valeur de log d’AMH attendue 
pour un CFA donné. Cette figure met en évidence 
la moins bonne faisabilité de cette relation pour les 
valeurs de CFA supérieures à 50 mais également 










Notre étude est à notre connaissance la première cohorte prospective qui observe le CFA en regard d’un 
dosage de l’AMH dans une population ayant fait preuve d’une fertilité récente. Le but de notre étude 
était d’établir les valeurs normales du CFA au regard d’un dosage d’AMH en fonction de groupes d’âge. 
Nous nous sommes basés sur l’hypothèse que le CFA et l’AMH sont stables tout au long du cycle (21) ; 
(34,35,40,41), que le taux d’AMH est le même pendant le 1er trimestre de grossesse qu’avant la 
grossesse (42,43). Par ailleurs dans l’étude de V.MASSE il n’y avait pas de corrélation entre le taux 
d’AMH et l’âge gestationnel (36). Nous nous sommes également assurés que l’utilisation de 
l’échographie 2D était comparable et toujours adaptée par rapport au 3D (24,25). Pour limiter la 
variation opérateur dépendant (23), l’ensemble des échographies a été réalisé par le même opérateur. Les 
effectifs des différents sous-groupes ne sont pas équivalents du fait de la distribution de l’âge des 
patientes qui consultent dans le service d’orthogénie. 
 
Nos résultats de CFA mettent en évidence, comme dans les études précédentes, un déclin de 
celui-ci avec l’avancement de l’âge et ceci chez des patientes ayant fait preuve d’une fertilité récente. Ce 
processus de vieillissement physiologique avec diminution de la réserve folliculaire est retrouvé dans la 
population générale (17,44) mais également dans des populations ayant fait preuve d’une fertilité 
ancienne (12,16) ainsi que dans notre cohorte ayant fait preuve d’une fertilité récente. Notre étude 
retrouve également une décroissance linéaire du CFA comme dans la majorité des études (16,41,45) et 
non une diminution biphasique comme décrite par Scheffer (12). Notre CFA médian est de 23. Ce 







peut s’expliquer par l’âge médian de notre cohorte qui est de 25 ans alors qu’elle était de 38 ans dans 
leur étude. Si on compare par sous-groupe d’âge équivalent, on constate également que nos valeurs de 
CFA sont plus élevées de 1,3 à 2,1 fois selon l’âge des patientes, sauf pour notre sous-groupe ≥  40 ans 
où nous avons une médiane inférieure mais difficilement interprétable du fait de notre faible échantillon 
de patientes (n=5). Dans ce cas, les différences observées pourraient être liées à l’utilisation dans notre 
étude, d’une sonde large bande et à l’amélioration des images en échographie notamment par 
l’augmentation de la capacité des appareils actuels à distinguer l’image réelle du bruit de fond. Nos 
résultats vont cependant dans le sens de l’étude de Dewailly faite sur un Voluson E8 avec une sonde 
endovaginale de 5-9 MHz (46). Ce dernier rediscutait le critère échographique de Rotterdam, jusque-là 
largement utilisé pour le diagnostic du SOPK et proposait un cut off de 19 follicules par ovaire plutôt 
que 12. Selon lui, avec les nouveaux échographes, une limite à 12 follicules par ovaire surestimerait le 
diagnostic de SOPK. 
 
Concernant les taux d’AMH, la seule étude dans la littérature concernant ses valeurs dans une 
population fertile est celle de V.Massé (36).  Elle retrouvait un taux médian de 2,42 ng/ml avec le kit 
Beckman Gen II ELISA pour un âge médian de 27 ans. Nous retrouvons dans notre étude un taux 
médian de 2,64 ng/ml avec un âge médian de 25 ans avec le kit Ultrasensitive AMH/MIS ELISA 
Anshlabs. Nos résultats sont légèrement plus élevés (de 10%) pour un âge médian comparable et sont en 
accord avec ce qui est connu des différents kits d’AMH. En effet, le kit UltraSensitive AMH/MIS Elisa 
est issu de l’ancien kit DSL connu pour avoir des résultats comparables à la technique ancestrale 
d’Immunotech alors que le kit Beckman Gen II est une association des techniques Immunotech et DSL 







Nous avons retrouvé une forte association entre le CFA et l’AMH. Ceci est également conforme aux 
données de la littérature. (15). 
 
Comme dans l’étude de V.Massé en 2011, nous n’avons pas retrouvé de différence du CFA ou 
du taux d’AMH entre les patientes fumeuses et non-fumeuses, ceci dans des groupes comparables en 
terme de IMC, d’âge et de nombre de patientes. Ces résultats diffèrent des données de la littérature qui 
suggèrent un impact négatif du tabac sur plusieurs étapes de la fonction reproductive (47–49) avec une 
augmentation du délai nécessaire pour concevoir, proportionnelle à la quantité de cigarettes consommées 
(50). Deux études se sont particulièrement intéressées à l’impact du tabagisme sur l’état de la RO. La 
première concernait des patientes infertiles (51) et notait une diminution du CFA et de l’AMH chez des 
patientes infertiles fumeuses ; la seconde a été réalisée dans la population générale sans antécédent 
d’infertilité mais uniquement de 38 à 50 ans (52) et retrouvait également une diminution de la réserve 
ovarienne avec une diminution de l’AMH chez les patientes fumeuses. Nos résultats peuvent s’expliquer 
par un biais de sélection. En effet, nous avons volontairement sélectionné des patientes fertiles pour qui 
le tabac n’a pas ou pas encore altéré la RO, du fait d’une sensibilité personnelle moindre à la toxicité de 
la cigarette ou du fait de leur jeune âge. Ceci supposerait qu’il y ait une variabilité inter-individuelle à 
l’exposition tabagique et que ce serait l’association de l’avancement de l’âge de la femme et du 
tabagisme qui serait le plus délétère sur la RO, avec un impact très probable de la durée d’exposition au 
tabac.  
 
               En revanche, nous notons dans notre étude une tendance à la baisse du CFA et de l’AMH avec 
l’augmentation du IMC, et ceci dans des groupes comparables en terme d’âge et de tabagisme. Nos 







de significativité pourrait être liée à des effectifs trop faibles dans les sous-groupes IMC 25-29,9 
(n=16) et BMI ≥ 30 (n=7). Il est bien admis que le surpoids ou l’obésité sont un facteur de risque 
d’infertilité notamment par oligo-anovulation (53), d’augmentation du taux de fausses couches 
spontanées (54) et d’échec en AMP (55,56). Il a également été décrit que l’obésité diminuait les chances 
de grossesse spontanée chez des patientes avec cycles réguliers (Van der Steeg et al. 2008). En revanche, 
très peu d’études se sont intéressées à l’impact de l’augmentation du BMI sur les marqueurs de la RO. 
Une étude réalisée sur un groupe de femmes infertiles avait retrouvé une baisse du CFA qui n’était 
significative que sur l’ovaire droit. Dans cette étude, Il n’y avait pas eu de  dosage de l’AMH  (58). Dans 
notre étude, on observe une tendance à la diminution du CFA et du taux d’AMH avec l’augmentation du 
IMC chez des patientes ayant fait preuve récente de leur fertilité. Le surpoids et l‘obésité bien connus 
pour être des facteurs d’infertilité, sembleraient être responsables d’une diminution de la RO sans que 
nous puissions le prouver dans notre étude. 
 
              Concernant la RO en fertilité spontanée, si nous utilisons les critères de Bologne normalement 
utilisés en AMP pour prédire les mauvaises répondeuses (59), nous retrouvons dans notre étude 4 
patientes avec un CFA inférieur à 5 (3.4%) avec une médiane d’âge de 41,5 ans 39 - 42 ; 8 patientes 
avec un CFA inférieur à 7 (6,9%) avec un âge médian de 37,5 ans 28 - 42. Pour l’AMH, nous 
retrouvons 4 patientes avec un taux  inférieur à 0,5 (3,4%) avec une médiane d’âge de 41,5 ans 39 - 42 
et 10 patientes (8,6%) avec un taux d’AMH inférieur à 1,1 et un âge médian de 33,5ans 22 - 42. Au 
total, nous retrouvons 3 à 9% de notre population avec des marqueurs de réserve ovarienne décrits 
comme péjoratifs selon les critères de Bologne, mais cela reste une minorité de notre cohorte et comme 







fertile. L’aspect quantitatif de la RO déjà utilisé pour prédire la réponse à la stimulation folliculaire en 
FIV, pourrait-elle avoir une valeur pronostique en terme de fertilité spontanée ? 
 
Les limites de notre étude sont essentiellement liées à nos effectifs. Si les sous-groupes 20 à 24 
ans et 25 à 29 ans semblent suffisants, les autres tranches d’âges sont beaucoup moins représentées. Ceci 
n’empêche pas de retrouver une diminution significative du CFA et de l’AMH avec l’augmentation de 
l’âge, mais cette relation âge/CFA ou âge/AMH apparaît seulement d’intensité modérée. Une plus forte 
association aurait peut-être été retrouvée si les effectifs des âges supérieurs à 35 ans avaient été plus 
importants. De plus, nous avons observé une diminution du CFA et de l’AMH avec l’augmentation du 
IMC mais cette diminution n’est pas significative, peut-être du fait de trop faibles effectifs de patientes 
en surpoids et obèses. On peut citer également une limite dans la réalisation de notre CFA et du dosage 
d’AMH. En effet, il est recommandé de les réaliser à J3 (18) mais ce n’était pas réalisable dans notre 
étude. Nous avons donc essayé d’en minimiser l’impact par nos critères d’exclusion. Enfin, notre étude a 
été réalisée sur des patientes récemment fertiles ; les résultats ne sont pas extrapolables sur des 
populations infertiles mais peuvent néanmoins servir de normes pour une meilleure interprétation du 





Nous avons établi les valeurs du CFA au regard d’un dosage d’AMH par groupe d’âge dans une 







diminuent significativement avec l’augmentation de l’âge et cette diminution apparaît linéaire dans notre 
étude. Une forte association entre CFA et AMH a été retrouvée. Nous nous sommes intéressés à 2 autres 
facteurs responsables d’hypo fertilité : le tabagisme et le poids. Dans notre étude, aucun lien significatif 
n’a pu être mis en évidence entre ces facteurs et nos marqueurs de RO. En revanche, nous avons observé 
une tendance à la diminution du CFA et de l’AMH avec l’augmentation du IMC. Enfin, nous pouvons 
souligner une grande variabilité dans les résultats, que ce soit pour le CFA ou le taux d’AMH, dans les 
mêmes groupes d’âge mais où seulement 3 à 9 % des patientes présentent des critères de RO altérés 
selon les critères de Bologne. On se pose alors la question de l’impact de la RO en fertilité spontanée. 
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INTRODUCTION: The antral follicle count (AFC) and the levels of anti-Müllerian hormone (AMH) are the most used markers, 
along with the patient’s age and the basal FSH, to evaluate the ovarian reserve (OR) before assisted reproduction treatment. 
AFC normal values in a fertile population have never been described and the AMH values in that same population were 
described for one kit only. Our aim in this study was an OR quantitative description in recently fertile patients by measuring 
the AFC associated with the AMH levels. 
MATERIAL AND METHODS: Observational study conducted from August 2014 to January 2015, including 116 patients 
aged between 18 and 43 years, recently fertile. We studied their OR data by measuring AFC and AMH levels, using the 
UltraSensitive AMH/MIS ELISA kit from Anshlabs. The impact of age, smoking status and body mass index (BMI) on our 
markers was assessed. 
RESULTS: The median AFC was 23 [1 – 82] and the median AMH level was 2.64 ng/ml [0.14 – 12.2]. The AFC and AMH 
values were statistically higher before the age of 30. AFC and AMH levels appeared to be strongly correlated with a 
Pearson’s index value of 0.78. This correlation was represented by the following formula: Log AMH = -0.009 + (0.016 x AFC). 
CONCLUSION: We could establish the AFC and AMH values by age groups in a recently fertile population. A linear 
decrease with age could be found (p<0.001). Smoking didn’t modify AMH and AFC values, BMI seemed to alter the OR 
markers but not significantly. 






The ovarian reserve (OR) is established during prenatal life 
and reaches its peak number at 5 – 7 months of gestation. This 
primordial follicle pool is ultimately depleted by degeneration 
and progression through folliculogenesis until exhausted at the 
onset of menopause (Kerr, Myers, and Anderson 2013). The 
decline of female reproductive function is thus age-related, due 
to the decrease of the primordial follicle pool and the oocyte 
quality (Haadsma et al. 2007). The OR markers were mainly 
studied to predict the outcome of ovarian stimulation. For that 
purpose, the antral follicle count (AFC) and the anti-Müllerian 







predictive value (Barbakadze et al. 2015; Eldar-Geva et al. 
2005; Kwee et al. 2007; Kwee et al. 2008; Bancsi et al. 2002). 
AFC is nowadays a routine test to assess a woman’s OR in 
assisted reproduction technology (ART) and is considered a 
quantitative marker of OR (Haadsma et al. 2007). It is 
recognized, even if it has not been proven, that AFC mirrors 
the remaining primordial follicle pool. In 2010, Broekmans 
(Broekmans et al. 2010) published recommendations on how 
to perform an AFC, in order to improve the relevance of this 
test in clinical practice and future clinical trials. In 2011, La 
Marca (Antonio La Marca et al. 2011) reported the AFC values 
during reproductive life. This was the first document reporting 
reference AFC values according to the age in the general 
population. Measurement of the AMH level is also used 
routinely in ART. AMH is a 140 kDa dimeric glycoprotein, 
exclusively of ovarian origin (Long et al. 2000; Antonio La 
Marca et al. 2005), secreted by follicles from the primary 
through the antral stage of follicular growth. It is considered a 
quantitative marker of OR (Ebner et al. 2006; van Disseldorp et 
al. 2008). Its normative values for the GEN II Beckman kit were 
published in 2011 (Massé et al. 2011). To the best of our 
knowledge, there is, so far, no observation concerning the AFC 
in a recently proven fertile population, and no study assessing 
the AFC and AMH levels on this same population. Our aim was 
to assess the OR, using antral follicle count and AMH levels, in 





Material and Methods 
 
Patients and investigations 
 
We conducted an observational prospective study on a cohort 
of patients with less than 4 month-old established fertility and 
having just had a voluntary interruption of pregnancy, allowed 
in France until 14 weeks’ amenorrhea. Data were collected 
between August 2014 and January 2015 in the abortion service 
of the Department of Gynecology, Obstetrics and 
Reproduction, Nice University Hospital, France. To confirm a 
complete abortion, the French National Authority for Health 
recommends performing a plasmatic or serial human chorionic 
gonadotropin (hCG) test or an ultrasound examination 
documenting an empty uterus. In our service, we 
systematically perform an ultrasound examination. Were 
eligible all the patients aged 18 years or more, coming for their 
follow-up visit, routinely scheduled 15 days after the medical or 
surgical abortion; during this follow-up visit, a transvaginal 
ultrasonography was performed. During this same 
appointment, all patients were informed of the study by the 
investigator. For the patient agreed to participate in the study a 
questionnaire and an informed consent form were filled in and 
signed. The standardized questionnaire asked for information 
about: ethnicity, medical and surgical history, smoking status, 
height, weight, parity and menstrual cycle regularity. We also 
looked for clinical manifestations of hyperandrogenism such as 
hirsutism, associated or not with acne. The ultrasound 
examination documenting an empty uterus was completed by 
an antral follicle count. The patients presenting an ovarian cyst, 
a follicle or a corpus luteum measuring more than 10 mm were 
not included, as well as the patients for whom one of the 
ovaries couldn’t be seen. At the end of the consultation, the 
results of the AMH levels test, realized during the preoperative 





The transvaginal ultrasonography was performed using a 
Voluson 730 Expert (General Electric Systems, France) with a 
RIC 5-9 MHz probe. The AFC was achieved by an ultrasound 
scan from the upper part to the lower part of the right and left 
ovaries, repeated 2 times. The biggest follicle(s) was (were) 
measured using 2 diameters and if a follicle was > 10 mm, the 
patient was then not included from the study. All the data 






AMH levels analysis was always performed in the Department 
of Hormonology, Nice University Hospital, using the 
UltraSensitive AMH/MIS ELISA kit (Anshlabs, Webster, USA), 
used in France since the end of 2013. The samples, stored at - 
20°C, were processed during the weekly routine analysis in the 
laboratory. This kit has been used in our center since August 
2014. The UltraSensitive AMH/MIS ELISA is a quantitative 3-
step sandwich type immunoassay, using monoclonal 
antibodies. The assay volume is 25 µl/ sample, run in 
duplicate. The coefficient of variation (CV) is 4% within run and 
1.98% between run for a 1.85 ng/ml concentration. The lowest 
amount of AMS/MIS in a sample that can be detected with a 
95% probability is 0,02  ng/ml. The estimated minimum dose 
achieved at 20% total imprecision is 0,06 ng/ml. The detection 





The qualitative variables analysis was expressed in 







analysis was expressed in average ± standard deviation. 
Because of the strata sizes, often below 30, the median and 
the interquartile range were also calculated. The assessment 
of a potential association between two qualitative variables 
(age group, BMI group, smoking group) was done using the 
chi-square test. The assessment of a potential association 
between two quantitative variables (AFC, AMH) was done 
using the Pearson’s correlation coefficient. The AMH values 
were log converted to perform the tests. A model of simple 
linear regression was used to study the association between 
the age groups, BMI groups, smoking or not smoking groups, 
AFC and AMH values (calculation of coefficient of Pearson). All 
the statistical tests were performed with an a priori alpha risk 






The total number of patients seen for this study was 152. After 
the ultrasonography examination, 36 were not included. A 
cohort of 116 patients was eventually selected for statistical 
analysis. None of the selected patients had any gonado-toxicity 
history, two patients had undergone a unilateral ovariectomy of 
unknown etiology. The population’s median age was 25 years 
[18 – 43], the median BMI was 21.8 [17.5 – 38.1], 13.8% of the 
patients were overweight and 6.0% were obese. 49% of the 
patients were smokers. The median parity was 2 and increased 
with age. 95 patients (82%) had regular menstrual cycles, 4 
were affected by spaniomenorrhea and 2 patients showed 
signs of hyperandrogenism without associated overweight. The 
demographic characteristics of our cohort by age groups are 
reported in Table I.  
 





percentiles at 14.75 and 35, respectively; the median AMH was 




 percentiles were 
1.84 ng/ml and 4.14 ng/ml respectively. These results are 
reported in Table II for the total population and organized by 
age groups. The median, interquartiles, highest and lowest 
AFC values are illustrated in Figure 1 and the median, 
interquartiles, highest and lowest AMH concentrations are 
illustrated in Figure 2 
 
The group comparison highlighted an elevated AMH 
concentration associated to an elevated AFC before the age of 
30, with a median AMH of 3.04 and a median AFC of 28, while 
after the age of 30 the median AMH was 1.83 and the median 




Figure 1: AFC values by age groups: < 20 years-old (n=11); from 20 to 
24 years-old (n=43); from 25 to 29 years-old (n=29); from 30 to 34 
years-old (n=16); from 35 to 39 years-old (n=12) and ≥ 40 years-old 
(n=5). In each box, the horizontal line represents the median, the box 




 percentiles and the vertical bar 
represents the highest and lowest values. The median AFC is 23 for 






Figure 2: AMH concentration values by age groups: < 20 years-old 
(n=11); from 20 to 24 years-old (n=43); from 25 to 29 years-old (n=29); 
from 30 to 34 years-old (n=16); from 35 to 39 years-old (n=12) and ≥ 
40 years-old (n=5). In each box, the horizontal line represents the 





and the vertical bar represents the highest and lowest values. The 
median AMH level is 2.64 for the overall cohort and is represented by 










<	18,5 18,5-24,9 25-29,9 ≥	30 yes no regular irregular
	+	[Médian]
1 7 2 1 6 5 10 1
7 32 4 0 20 23 33 10
1 18 6 4 13 16 23 6
1 15 0 0 10 6 15 1
1 6 3 2 7 5 11 1
0 4 1 0 1 4 3 2
11 82 16 7 57 59 95 21























































25 50 75 25 50 75
10 28 41 31 2,12 2,78 5,03 2,91
20 29 39 19 2,57 3,55 4,92 2,35
16,5 26 42 25,5 2,07 2,53 4,02 1,95
10,2 17,5 25,7 15,5 1 1,79 3,79 2,79
7 11 19,25 12,7 1,64 1,88 2,25 0,6
1,5 3 24 22,5 0,18 0,33 2,77 2,59
14,2 23 35 20,8 1,83 2,64 4,2 2,37
































The age, tobacco and BMI variables (< 18,5 / 18,5-24.9 / 25-
29.9 / >30) were studied as variation factors of the AFC and 
AMH. No significant link was found between these three       
variables, which appeared independent of each other in our 
study. The general regression model underlined a statistically 
significant correlation only for the age variable with p<0.001 
for the AFC and p=0.003 for the AMH, with a moderate 
intensity as demonstrated by the Pearson’s coefficient at -
0.45 for the AFC and -0.41 for the AMH. The associations 
tobacco / AFC or tobacco / AMH were not significant with 
p=0.47 and p=0.80, respectively. As for the association BMI / 
AFC, we noted an association close to significance with 
p=0.09, while there was no significant link between BMI and 
AMH with p=0.24. The significant link between age and our 
markers is illustrated in Figures 3, 4 and 5. We noticed a 





Figure 3: Association between age and AFC. There is a significant negative 
correlation between the age and the AFC, with a Pearson’s coefficient        





Figure 4 : Association between age and AMH levels. There is a significant negative 




Figure 5: Association between age and log10 AMH levels. There is a significant 
negative correlation with a Pearson’s coefficient 0,752 (p< 0,001). 
 
Concerning the BMI groups, we noticed a trend toward an AFC 
and AMH decrease with the BMI increase in the groups where 
the median age is always below 30. This association was not 
significant but was close to significance when considering the 
association BMI / AFC. These results are illustrated in Figures 





Figure 6 and 7: Distribution of AFC values (p<0.009) and AMH concentrations 
(p=0.24) by BMI group: < 18.5 (n=11); 18.5 – 24.9 (n=82); 25 – 29.9 (n=16); ≥ 30 
(n=7). In each box, the horizontal line represents the median, the box represents 




 percentiles and the vertical bar represents the 









Concerning the smoking status, no difference was found for 
the AFC and AMH levels between the smoking and non-
smoking patients, with a median AFC of 25 for the smokers vs 
23 for the non-smokers, and a median AMH of 2.78 vs 2.64, 
for the smokers and non-smokers respectively. The median 
age was 25 years in both sub-groups. The average values 
with standard deviation and the median AFC and AMH 
organized by BMI and smoker vs non-smokers groups are 
reported in Table III.  
We then studied the association between AFC and AMH. 
They appeared to be strongly correlated to each other as 
demonstrated by the Pearson’s coefficient at 0.785 (p<0.001). 
From a linear regression analysis, we established the 
following formulas: AMH = 0.42 + (0.11 x AFC) and Log10 
AMH = -0.009 + (0.016 x AFC). This correlation between AFC 
and AMH is illustrated in Figures 8 and 9. These formulas 
seemed to be valid only for non-extreme AFC values 




Figure 8: Association between AFC and AMH. The line represents the 
expected AMH value for a given AFC. This figure points out the lower feasibility 





Figure 9: Association between AFC and log10 AMH. The line represents the 
expected log AMH value for a given AFC. This figure points out the lower 
feasibility of this association for the AFC values above 50 but also for the AFC 
values below 10. 
                           
   
 * p= 0.473 (BMI group by age); ** p= 0.132 (BMI group by smoking status); *** p= 






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































This study was, to the best of our knowledge, the first 
prospective cohort that analyzed the AFC in regard to the 
AMH levels in a recently proven fertile population. The aim of 
our study was to establish reference AFC values in regard to 
the AMH levels, depending on the age group. We based our 
study on the hypothesis that the AFC and AMH are stable 
throughout the cycle (van Disseldorp et al. 2010; A. La Marca 
et al. 2005; A. La Marca et al. 2010; Tsepelidis et al. 2007; 
Hehenkamp et al. 2006), that the AMH level is the same 
during the first pregnancy trimester and before the pregnancy 
(A. La Marca et al. 2005; Nelson et al. 2010). Furthermore, in 
V. Massé’s study, there was no correlation between the AMH 
level and the gestational age (Massé et al. 2011). We also 
made sure that the 2D ultrasound was comparable and 
always suitable compared to 3D (Scheffer et al. 2002; 
Jayaprakasan et al. 2007). In order to limit the operator-
dependent variability (Hansen et al. 2003), all the ultrasound 
analyses were performed by the same operator. The number 
of patients in each of the different age groups was not 
equivalent due to the age distribution of the patients coming 
to the abortion service. 
 
Our AFC results showed, as in previous studies, an AFC 
drop with aging, for patients who were recently proven fertile. 
This process of physiological aging with a decrease of the 
follicular reserve is found in the general population (Ruess et 
al. 1996; A. La Marca et al. 2011) but also in populations 
having been proven fertile at some point in the past (Scheffer 
et al. 1999; Scheffer et al. 2003) and in our cohort of patients 
recently proven fertile. Additionally, our study found a linear 
decrease of the AFC as in the majority of the studies 
(Scheffer et al. 2003; A. La Marca et al. 2010; Rosen et al. 
2010) and not a biphasic reduction as described by Scheffer 
(Scheffer et al. 1999). Our median AFC was 23. This result 
was well above the one found in A. La Marca’s study in 2011, 
which was 8. This could be explained by our cohort’s median 
age of 25 years, while the median age in their study was 38 
years. When we compared sub-groups of equivalent age, we 
also noticed that our AFC values were 1.3- to 2.1-fold higher, 
depending on the patient’s age, except for our ≥ 40 years-old 
sub-group. In this sub-group, we had a lower median but it 
was arduous to interpret because of the low number of 
patients (n=5). In that case, the differences we observed 
could be linked to the fact that we used a wide band probe 
and to the improvement of ultrasound imagery, notably 
because of the increasing capacity of current equipment to 
distinguish real image from background noise. However, our 
results pointed in the same direction than Dewailly’s study on 
a Voluson E8 with a transvaginal 5-9 MHz probe (Dewailly et 
al. 2011). In that study, he discussed the Rotterdam 
ultrasound criteria, widely used for PCOS diagnosis until 
then, and proposed a cut off of 19 follicles per ovary instead 
of 12. According to him, with the new ultrasound systems, a 
limit of 12 follicles per ovary would overestimate the PCOS 
diagnosis. 
 
As for the AMH levels, the only study in the literature 
examining its values in a fertile population was V. Massé’s 
(Massé et al. 2011). They found a median level of 2.42 ng/ml, 
using the Beckman Gen II ELISA kit, for a median age of 27 
years. In our study, we found a median level of 2.64 ng/ml for 
a median age of 25 years, using the Ultrasensitive AMH/MIS 
ELISA kit, Anshlabs. Our results were slightly higher (10%) 
for a comparable median age and were consistent with what 
is known about the different AMH kits. Indeed, the 
Ultrasensitive AMH/MIS ELISA kit comes from the older DSL 
kit, known to provide results comparable to those of the 
Immunotech ancestral technique, while the Beckman Gen II 
ELISA kit is an association of the Immunotech and DSL 
techniques and provides results slightly lower than the results 
obtained with Immunotech alone. We found a strong 
association between the AFC and AMH, which was also 
consistent with the literature data (Barbakadze et al. 2015). 
 
As in the V. Massé’s study from 2011, we didn’t find any 
difference in the AFC or AMH levels between smokers and 
non-smokers patients, and this in comparable groups in 
terms of BMI index, age and number of patients. These 
results were different from those in the literature that suggest 
a negative impact of tobacco on different stages of the 
reproductive function (Midgette & Baron 1990; Adena & 
Gallagher 1982; Dechanet et al. 2011), with an increase of 
the delay necessary for conceiving proportional to the 
quantity of cigarettes consumed (Curtis, Savitz, and Arbuckle 
1997). Two studies focused specially on the impact of 
smoking on the OR status. The first one studied infertile 
patients (Freour et al. 2012) and noted a decrease of the 
AFC and AMH for infertile smoking patients; the second 
study was conducted on the general population without 
infertility antecedents but only from 38 to 50 years of age 
(Plante et al. 2010), and also found an ovarian reserve’s 
decrease and a diminution of the AMH in smoking patients. 
Our results could be explained by a selection bias. Indeed, 
we voluntarily selected fertile patients for which tobacco had 
not, or not yet, altered the OR, because of an individual lower 
sensitivity to tobacco toxicity or because of the patient’s 
younger age. This would suppose that there would be an 
inter-individual variability to tobacco exposition and that the 
female aging process associated with the patient’s smoking 
would be the most deleterious factors impacting the OR 
status, with a very likely impact of the length of the patient’s 
tobacco exposition. 
 
In contrast, we noted in our study a tendency towards a 
decrease of AFC and AMH when the BMI was increasing, in 
groups comparable in terms of age and smoking status. Our 
results were not significant but came close to significance for 
the AFC and BMI association. The absence of significance 
could be linked to insufficient numbers in the sub-groups of 







that overweight or obesity represents a risk factor of infertility, 
notably because of oligo-anovulation (Metwally, Li, and 
Ledger 2007), the increase of spontaneous miscarriage rates 
(Rittenberg et al. 2011) and ART failure (Maheshwari, 
Stofberg and Bhattacharya 2007; Fedorcsák et al. 2004). It 
was also described that obesity decreased the chances of 
spontaneous pregnancy for patients with regular cycles (Van 
der Steeg et al. 2008). On the other hand, very few studies 
were conducted on the impact of the BMI’s increase on OR 
markers. A study performed on a group of infertile women 
found an AFC’s decrease that was only significant for the 
right ovary. In that study, there was no AMH levels 
measurement (Malhotra et al. 2013). In our study, we 
observed a tendency toward an AFC and AMH’s decrease 
when the BMI increased for patients recently proven fertile. 
Overweight and obesity are well-known infertility factors and 
would seem to be responsible for an OR decrease, even 
though we couldn’t prove it in our study. 
 
Concerning the OR in spontaneous fertility, when using the 
Bologna criteria normally used in ART to predict poor 
responders (Ferraretti et al. 2011), we found 4 patients with 
an AFC lower than 5 (3.4%) and a median age of 41.5 years 
[39 – 42]; 8 patients with an AFC lower than 7 (6.9%) and a 
median age of 37.5 years [28 – 42]. For the AMH, we found 4 
patients with a level lower than 0.5 (3.4%) and a median age 
of 41.5 years [39 – 42] and 10 patients (8.6%) with an AMH 
level lower than 1.1 and a median age of 33.5 years [22 – 
42]. Overall, we found that 3 to 9% of our population 
exhibited ovarian reserve markers described as poor 
prognosis markers according to the Bologna criteria, but that 
represented a minority in our cohort, and as for tobacco, their 
presence could be biased by the fact that we recruited 
patients from a recently fertile population. Could the 
quantitative aspect of the OR, already used to predict the 
response to an IVF follicular stimulation, have a prognosis 
value in terms of spontaneous fertility? 
Our study’s limitations were mainly linked to the number of 
patients. If the 20 – 24 years-old and 25 – 29 years-old sub-
groups seemed sufficient in size, the other age groups were 
less represented. This didn’t prevent us from finding a 
significant decrease of the AFC and AMH associated with the 
age increase, but this age/AFC or age/AMH association 
appeared of a moderate intensity only. A stronger association 
might have been found if the numbers were more important 
for the age groups above 35 years old. Furthermore, we 
observed a decrease of the AFC and AMH associated with 
the BMI increase, but this decrease was not significant, 
possibly because of the insufficient numbers of overweight 
and obese patients. We can also mention a limitation in the 
measurement of the AFC and AMH. Indeed, it is 
recommended to measure them at day 3 (Broekmans et al. 
2010), but that was not possible in our study. We tried to 
minimize this impact when setting our exclusion criteria. 
Finally, our study was conducted on patients recently fertile; 
the results cannot be extrapolated on infertile populations but 
can nonetheless be used as standards for a better 






We established the AFC values in regard to a measurement 
of the AMH levels by age group in a population recently 
fertile. In agreement with the literature, the AFC and AMH 
values significantly decreased when the age increased, and 
this diminution appeared to be linear in our study. A strong 
association between AFC and AMH was found. In our study, 
no significant link could be revealed between tobacco, weight 
and our OR markers. In contrast, we observed a tendency 
toward an AFC and AMH decrease when the BMI increased. 
Finally, we can underline a great variability in results, 
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Nous menons actuellement dans le service une recherche sur la fertilité des femmes. 
Elle consiste à ajouter le dosage d’une hormone dans la prise de sang obligatoire faite avant votre IVG et 
de compter le nombre de follicules présents dans chacun de vos ovaires le jour de la consultation de 
contrôle pendant l’échographie obligatoire. La participation à cette étude ne génère donc aucun examen 
supplémentaire. 
Bien sûr, les données que nous recueillons ont pour but d’améliorer les connaissances scientifiques et 
votre anonymat sera respecté. 
 
 
Pour réaliser un tel projet nous avons bien sûr besoin de votre accord que vous pouvez nous donner 
en signant ce document. 
 
 
Nous vous remercions par avance de votre aide. 








-  OUI,   j’accepte le dosage sanguin supplémentaire et sa conservation pour d’éventuelles analyses 
complémentaires. 






-  OUI, j’accepte l’évaluation de ma réserve ovarienne au cours de l’échographie de contrôle. 
Fait le  ………………….         A  ………………… 










Questionnaire pour recherche scientifique 
 
 
Nom :   …………………………..          Prénom :   ……………………………         Age : ……….. Ans  
 
 
Ethnie :   Caucasienne   /   Africaine   /   Asiatique 
 
ATCD gonadotoxique :      - professionnel :   OUI   /   NON    ………………………………. 
                        - Médical :   OUI   /   NON    ……………………………………. 
             - chirurgical :   OUI   /   NON  ………………………………. 
             - traitement :   OUI   /   NON  …………………………………..       
                                     
Tabac :   -   OUI    /   NON    depuis l’âge de     ……….    Ans.   (…….. cig/jour) 
 
G      P       :  
 




A propos de vos Cycles menstruels : 
  
Vos cycles sont-ils réguliers :     OUI      /     NON  
La durée de vos cycles est :      A :       < 26 jours           B :     entre 27 et 35 jours 




Pendant la période où vous êtes tombée enceinte ; 
 
Aviez-vous une contraception ?   OUI    /    NON       La quelle ?  ………………………………… 
 
D’après vous, cette grossesse est due : 
A :    A une absence de contraception et des rapports non protégés. 
B :    Une erreur dans la prise de la pilule. 
C :    Un oubli de pilule. 
D :   Un accident lié à l’utilisation uniquement de préservatifs. 
E :    Vous ne savez pas. 
 









Poids :    ……….   Kg                  Taille :   ………..    cm                    BMI :……….. 
Morphotype:   Gynoïde     /      Androïde  
- Tour de taille :  ………   /  Tour de hanche :  ………    /     Rapport TT/TH :  ……….. 
Hyper androgénie clinique : 






Utérus :   Taille : ….…... x …....... x ………. mm;  antéversé   /   rétro versé   /   médian 
 
- Fibrome(s) : OUI   /   NON 
  - Adénomyose : - Asymétrie myométriale :    OUI    /    NON 




Ovaire D: ……..… x  ..…..…  x  …..……    /    Volume : …..…….. cc    
 
FA : ..…………..… (2-6mm) ; .……….…..... (7-9mm) ; ………………..(>10mm) 
Kyste(s) : OUI  / NON : ………………………………………. mm     
             
 
                       
Ovaire G: .…..…... X .…....…. x …..……..     /    Volume : …..…….. cc    
 
FA :  .………..…. (2-6mm) ; ….………. (7-9mm) ; ……………… (>10mm) 
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UltraSensitive AMH/MIS ELISA  
AL-105-i 
UTILISATION PREVUE 
Cette trousse permet un dosage quantitatif de l'hormone anti-müllérienne/ 
substance inhibitrice müllérienne (Anti-Mullerian Hormone/ Mullerian 
inhibiting substance, AMH/MIS) par la technique ELISA (enzyme linked 
immunosorbent assay) dans le sérum, plasma et d'autres liquides biologiques 
humains. Ce test est prévu exclusivement pour un usage de diagnostic in 
vitro. Ce dosage n'est pas destiné à prédire la réponse ovarienne dans les 
protocoles de stimulation folliculaire (Brevet EP 1 1419 239 B1). 
 
RESUME ET EXPLICATION 
L'hormone anti-müllérienne (Anti-Müllerian hormone, AMH), membre de la 
super-famille des TGFβ, est une glycoprotéine homodimère composée de 
deux homodimères de 55 kDa en N-terminal et deux homodimères de 12,5 
kDa en C-terminal, liés de manière non covalente par des ponts disulfures. Le 
clivage du fragment d'AMH est présenté ci-dessous1. 
 
Des études récentes montrent que l'homodimère à l’extrémité C-terminale 
de l’AMH est beaucoup moins actif que le complexe non covalent mais il est 
possible de rétablir la quasi totalité de l'activité par association avec la pro-
région située à l’extrémité N-terminale qui reforme un complexe avec 
l'homodimère de l’extrémité C-terminale mature. Cette observation laisse 
penser que le complexe non covalent d’AMH serait la forme active de la 
protéine. Il a été rapporté que le complexe non covalent d’AMH clivé se lie à 
l’AMHRII et stimule la réponse intracellulaire, alors que l'AMH de longueur 
intégrale ne présente qu'une activité minimale.2 
 
L'AMH est sécrétée par les cellules de Sertoli chez l'homme. Au cours du 
développement embryonnaire, l'AMH est responsable de la régression des 
canaux de Müller. L'AMH continue à être produite par les testicules jusqu'à la 
puberté puis diminue lentement pour atteindre des valeurs résiduelles post-
puberté. Chez la femme, l'AMH est produite par les cellules de la granulosa 
des petits follicules en développement, à partir de la 36ème semaine de 
grossesse et jusqu'à la ménopause, où les concentrations deviennent alors 
indétectables. L’AMH a des applications cliniques potentielles dans 
l'insuffisance ovarienne prématurée, les tumeurs ovariennes, la ménopause 
et de nombreuses autres situations.  
PRINCIPE DU TEST 
La trousse US AMH/MIS ELISA est un test d’immuno-essai quantitatif de type 
sandwich en trois étapes. Dans la première étape, les calibrateurs, les 
contrôles et les échantillons inconnus sont ajoutés aux puits de 
microtitration enduits d'anticorps AMH et sont mis à incuber. Après la 
première incubation et le premier lavage, les puits sont incubés avec une 
solution d'anticorps anti-AMH biotinylés. Après la deuxième incubation et le 
deuxième lavage, les puits sont incubés avec une solution de conjugué de 
péroxydase de raifort / streptavidine (streptavidin horseradish peroxidase 
conjugate, SHRP). Après la troisième étape d'incubation et de lavage, les 
puits sont incubés avec une solution de substrat (TMB) suivie d'une solution 
d'arrêt acide. En principe, le conjugué anticorps-biotinylé se lie au complexe 
anticorps-antigène en phase solide qui se lie à son tour au conjugué 
streptavidine-enzyme. Le complexe conjugué anticorps-antigène-biotine-
SHRP lié au puits est détecté par la réaction enzyme-substrat. Le degré de 
renouvellement enzymatique du substrat est déterminé par la mesure de 
l'absorbance à double longueur d'onde à 450 nm pour le filtre de test 
primaire et 630 nm pour le filtre de référence. L'absorbance mesurée est 
directement proportionnelle à la concentration d'AMH/MIS dans les 




CAL-105A  Calibrateur A / diluant d'échantillon 
Un flacon, 11 ml, étiqueté AMH/MIS CAL A/SAMPLE DIL, contenant 0 ng/ml 
d'AMH dans un tampon à base de protéines et Pro-Clean 400. Stocker non 
ouvert à 2-8°C jusqu'à la date de péremption.   
CAL-105B - CAL-105F Calibrateurs B à F (lyophilisés) 
Cinq tubes, étiquetés CAL B-F, contenant des concentrations d'environ 0,09-
15,0 ng/ml d'AMH dans un tampon à base de protéines et Pro-Clean 400. Se 
reporter à la carte de calibration pour les concentrations exactes. Avant 
ouverture, stocker à 2-8°C jusqu'à la date de péremption. Reconstituer les 
calibrateurs B-F avec 1 ml d'eau déminéralisée. Solubiliser, bien mélanger et 
utiliser après reconstitution. Aliquoter et congeler immédiatement en tubes 
plastique pour une utilisation multiple et jeter après utilisation. Eviter les 
cycles répétés de congélation-décongélation. La concentration d'AMH/MIS 
dans les calibrateurs AMH/MIS est établie à partir des étalons de travail du 
fabricant. Les valeurs établies par d'autres méthodologies peuvent être 
différentes. Ces différences, si elles existent, peuvent être dues au biais inter-
méthodes. 
CTR-105-I & CTR-105-II Contrôles I & II (lyophilisés) 
Deux tubes, étiquetés CONTROL I et CONTROL II contenant des 
concentrations faibles et élevées d'AMH dans un tampon à base de protéines 
et Pro-Clean 400. Se reporter à la carte de calibration pour les 
concentrations exactes. Avant ouverture, stocker à 2-8°C jusqu'à la date de 
péremption. Reconstituer les contrôles I et II avec 1 ml d'eau déminéralisée. 
Solubiliser, bien mélanger et utiliser après reconstitution. Aliquoter et 
congeler immédiatement en tubes plastique pour une utilisation multiple et 
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DONNEES DE COURBE D'ETALONNAGE REPRESENTATIVE 
 









B1, B2 B 0,04 0,08 
C1, C2 C 0,09 0,30 
D1, D2 D 0,31 1,03 
E1, E2 E 1,07 3,96 
F1, F2 F 2,86 14,2 
 
CARACTERISTIQUES ANALYTIQUES 
Toutes les caractéristiques analytiques sont exprimées en ng/ml (1 ng/ml = 
7,14 pMol/l) 
Limite de détection (LoD) : 
La quantité minimale d'AMH/MIS détectable dans un échantillon avec une 
probabilité de 95 % (n=24) est 0,023 ng/ml. Cette valeur a été établie en 
testant cinq échantillons de sérum dans la plage 0,03 à 0,346 ng/ml suivant 
les recommandations du CLSI EP17. Douze séries de tests ont été réalisées 
sur deux jours, en testant les échantillons en double dans chaque série. 
Limite de quantification (LoQ) : 
La dose minimale estimée obtenue à une imprécision totale de 20 % est de 
0,06 ng/ml. Cette valeur a été établie en testant huit échantillons dans la 
plage 0,03 à 2,85 ng/ml sur douze séries et sur deux jours en duplicat (n=24) 
suivant les recommandations du CLSI EP17. 
Imprécision : 
La reproductibilité du test US AMH/MIS ELISA a été établie dans une étude 
utilisant trois mélanges de sérums. Cette étude a comporté un total de 12 
tests, à raison de quatre réplicats par test (n=48). Les données 
représentatives ont été calculées sur la base des principes directeurs du 












Pool-1 0,35 0,01 1,97% 0,02 4,63% 0,02 5,13% 
Pool-2 0,72 0,03 3,66% 0,03 4,79% 0,04 6,03% 
Pool-3 1,85 0,07 4,00% 0,04 1,98% 0,08 4,46% 
Linéarité : 
Sur la base du NCCLS EP-6-P, des dilutions multiples des trois échantillons de 
sérum contenant différentes concentrations d'AMH/MIS ont été diluées avec 
le calibrateur A/diluant d'échantillon. Le % de récupération sur les différents 











































































Des quantités connues d'AMH/MIS ont été ajoutées à trois échantillons de 
sérum contenant différentes concentrations d'AMH/MIS endogène. La 
concentration d'AMH/MIS a été établie avant et après l'ajout d'AMH/MIS 











































Spécificité analytique : 
La paire d'anticorps monoclonaux utilisée dans le test détecte l'AMH/MIS 
humaine et ne provoque pas de réaction croisée avec les autres espèces 
(bovine, équine, ovine, canine, rat et souris).   
Substance testée Concentration % de réactivité croisée 
Inhibine A  100 ng/ml ND 
Inhibine B  100 ng/ml ND 
Activine A  50 ng/ml ND 
Activine B   50 ng/ml ND 
Activine AB   50 ng/ml ND 
Dimère AMH de 
longueur totale 
1000 ng/ml 100 
rAMH   130 ng/ml ND 
AMH mature   120 ng/ml 1,33 
hAMH(Pro)   300 ng/ml 0,23 
ProMature hAMH    110 ng/ml 100 
 
Interférences : 
Quand des substances interférentes potentielles (hémoglobine, triglycérides 
et bilirubine) ont été ajoutées au double de leur concentration physiologique 
dans l'échantillon contrôle, la concentration d'AMH/MIS se situait dans une 
plage de ± 10% du contrôle, comme indiqué dans le tableau suivant. Cette 






































Valeurs attendues :  
Ces échantillons ont été analysés à l'aide des trousses Ultra-Sensitive 
AMH/MIS ELISA et AnshLiteTM US AMH/MIS CLIA. Les plages attendues pour 
AMH/MIS ont été calculées sur des échantillons de sérum à l'aide d'une 
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